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RESUMO 
 
O glifosato é um dos principais agrotóxicos usados mundialmente, sendo 
considerado moderadamente a altamente tóxico para anfíbios. Este grupo de 
vertebrados é tido como o mais vulnerável à contaminação ambiental por algumas 
de suas características fisiológicas e morfológicas, no entanto há poucos estudos no 
Brasil sobre a presença de agrotóxicos nas águas doces, habitat em parte da vida 
dos anfíbios. Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi analisar,a toxicidade da 
formulação comercial de glifosato em duas espécies de anfíbios comuns no Brasil, 
Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis. Foram coletadas desovas totais na 
natureza com menos de 24 horas de oviposição e colocados em aquários e 
condições de laboratório. Foram realizados testes de toxicidade aguda de 96 horas, 
na fase 24-25 de desenvolvimento para determinação da CL50, que foi de 1360 µg/L 
para Physalaemus cuvieri e 1530 µg/L para Physalaemus gracilis. O teste crônico 
seguiu o mesmo design experimental do teste agudo, com duração de quatorze dias. 
As concentrações crônicas avaliadas foram: 65 µg/L, 144 µg/L e 280 µg/L para P. 
cuvieri e 500 µg/L, 700 µg/L e 1000 µg/L para P. gracilis. Foram analisadas alteração 
da atividade natatória e malformação. Todas as concentrações crônicas analisadas 
causaram alteração na atividade natatória dos girinos expostos, sendo essa 
alteração influenciada pelo tempo de exposição. Ocorreram malformações na 
morfologia da boca e do intestino, para Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis 
expostos ao glifosato e no controle. Não foi possível relacionar as malformações 
analisadas com à exposição a formulação comercial de glifosato, mas sim com 
alterações na atividade natatória 
 
Palavras-chave: Anfíbios. Toxicologia. Glifosato. 
 
  
ABSTRACT 
 
Glyphosate is one of the main pesticides used worldwide, being considered 
moderately highly toxic to amphibians. This group of vertebrates is considered to be 
the most vulnerable to environmental contamination due to some of its physiological 
and morphological characteristics, however there are few studies in Brazil about the 
presence of pesticides in fresh waters, habitat in part of the life of amphibians. In this 
sense, the objective of this study was to analyze the toxicity of the commercial 
formulation of glyphosate in two species of amphibians common in Brazil, 
Physalaemus cuvieri and Physalaemus gracilis. Total spawnings were collected in 
the wild with less than 24 hours of oviposition and placed in aquaria and laboratory 
conditions. Acute toxicity tests of 96 hours in the development phase 24-25 for the 
determination of LC50 were carried out, which was 1360 μg / L for Physalaemus 
cuvieri and 1530 μg / L for Physalaemus gracilis. The chronic test followed the same 
experimental design as the acute test, lasting fourteen days. The chronic 
concentrations were: 65 μg / L, 144 μg / L and 280 μg / L for P. cuvieri and 500 μg / 
L, 700 μg / L and 1000 μg / L for P. gracilis. Changes in swimming activity and 
malformation were analyzed. All the chronic concentrations analyzed caused 
changes in the swimming activity of the exposed tadpoles, being this change 
influenced by the time of exposure. There were malformations in the morphology of 
the mouth and intestine for Physalaemus cuvieri and Physalaemus gracilis exposed 
to glyphosate and in control. It was not possible to relate the analyzed malformations 
to the exposure to commercial glyphosate formulation, but to changes in swimming 
activity. 
 
Keywords: Amphibians. Toxicology. Glyphosate. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O comércio mundial de agrotóxicos vem aumentando anualmente e teve um 
crescimento em torno de 220% entre os anos 2000 e 2013 nas exportações e 
importações, e esse aumento pode estar atrelado em grande parte pelo crescimento 
da produção agrícola, um dos setores que faz uso desses insumos (PELAEZ et al., 
2016). Entre os principais países importadores, o Brasil ganhou destaque ao se 
tornar o líder de importações em agrotóxicos a partir de 2012 (EDGE, 2014; IBAMA, 
2014; PELAEZ et al., 2016). 
Os agrotóxicos são utilizados para controle ou eliminação de plantas 
(aquáticas ou terrestres), animais ou micro-organismos, por meio da quebra de 
determinadas reações químicas, e sua ação no meio ambiente pode ocasionar 
perturbações ao ecossistema (ANDRÉA et al., 2004; CRUZ et al., 2015). 
Para utilização e registro de agrotóxicos no Brasil é exigido que possuam uma 
classificação toxicológica, quanto ao potencial de periculosidade ambiental, que se 
baseia na Dose letal média aguda-DL50-que é a dose aguda que uma vez ingerida 
irá causar mortalidade de 50% dos girinos testados. Essa classificação é 
estabelecida pela Portaria IBAMA nº84/96, com quatro classes: I-produto com alta 
periculosidade, II-produto muito perigoso, III-produto de baixa periculosidade e IV-
produto pouco perigoso (ARREGUI et al., 2010; IBAMA,1996; GARCIA, 2001). Em 
relação à saúde, a Organização Mundial da Saúde através da Portaria nº4/80 
recomenda a classificação toxicológica para os agrotóxicos embasada 
essencialmente na toxicidade a partir do ingrediente ativo seja ela aguda via oral ou 
dermal, com as classes, Ia-extremamente perigoso, Ib-altamente perigoso, II-
moderadamente perigoso, III-levemente perigoso e IV- improvável de apresentar 
perigo sob uso normal (ARREGUI et al., 2010; GARCIA, 2001; BRASIL,1987).   
No Brasil após a regulamentação da Lei dos agrotóxicos, realizada pelo 
Ministério da Saúde, pela Lei 7808/89, por meio da Portaria SNVS nº3/92 ficou 
estabelecida a classificação dos agrotóxicos como classe I - extremamente tóxico, 
classe II - altamente tóxico, classe III - medianamente tóxico e classe IV - pouco 
tóxico, aproximando essa classificação à determinada pela Organização Mundial da 
Saúde (GARCIA, 2001; BRASIL, 1998). 
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A maior procura e utilização de agrotóxicos são daquele que contém o 
glifosato como princípio ativo, seja no mercado nacional ou mundial (ALBINATI et 
al., 2007; EDGE, 2014; IBAMA, 2014; PELAEZ, 2016). O glifosato é descrito como 
não- seletivo, sistêmico, pós- emergente (ALBINATI et al., 2007). Sua ação é 
direcionada à inibição na produção de aminoácidos fundamentais fazendo a 
biossíntese do EPSPS (enolpiruvil- shikimato-3-fosfato sintetase) que apenas as 
plantas e alguns micro- organismos possuem (EDGE, 2014; LAJMANOVICH et al., 
2011; MIKÓ, 2017). A toxicidade aguda do glifosato é classificada como 
medianamente tóxico ou pouco tóxica, no entanto a formulação comercial possui um 
surfactante, como amina de sebo polietilado (POEA) que potencializa o efeito do 
glifosato e possui potencial tóxico elevado (ANVISA, 2011; HEDBERG, 2010; MIKÓ, 
2017). Esse surfactante tem como metabólito mais importante o Ácido Metil 
Fosfônico (AMPA), que é mais persistente no meio ambiente (AMARAL, 2009). 
No solo o glifosato é rapidamente adsorvido ou degradado quase que 
totalmente por ação de micro-organismos reduzindo as possibilidades de lixiviar e 
sua mobilidade, e a fração residual remanescente permanece no solo até que o 
processo de mineralização ocorra (MORAES; ROSSI, 2010). Entretanto, sua 
mobilidade vai depender do tipo de solo, se o mesmo possui uma elevada 
capacidade em adsorver e se há matéria orgânica disponível, permanecendo no solo 
em torno de 20 até 60 dias (ARREGUI et al., 2010; FERREIRA, 2013). Na água a via 
principal de dissipação do glifosato é por degradação microbiológica ou sua união à 
sedimentos, podendo persistir de 7 até 70 dias (MORAES; ROSSI, 2010; RELYEA et 
al., 2005). Por suas características hidrossolúveis, quando transportado para as 
águas superficiais o glifosato é visto como um contaminante potencial, podendo ser 
nocivo a biota, incluindo anfíbios (DINEHART et al., 2010; QUEIROZ et al., 2011; 
SIMIONI, 2013; SOUZA, 2014). 
No âmbito internacional, para os Estados Unidos, os limites de glifosato na 
água são estabelecidos pela Agência de Proteção Ambiental (USEPA), que estipula 
que o máximo permitido seja 700 µg/L para água potável (QUEIROZ et al., 2011). 
No Brasil os limites são determinados pela CONAMA 357/05 que estabelece 65 µg/L 
para águas classe II e 280 µg/L para águas classe III, e pela Portaria Brasileira do 
Ministério da Saúde nº518/04 que determina um limite de 500 µg/L para água 
potável (CONAMA, 2005; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2004). 
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Segundo Albuquerque et al. (2016) embora a CONAMA 357/05 tenha seu 
norte baseado na proteção dos recursos hídricos para diversos usos, incluindo a 
proteção à biota, são poucos os estudos referentes a presença de agrotóxicos nas 
águas doces identificando a necessidade de um monitoramento dessas áreas para 
que os riscos possam ser averiguados, que foi reforçada por seu estudo onde foram 
observados que sobre a vida aquática há um risco potencial de 59% dos agrotóxicos 
com registro de ocorrência sendo que apenas 43 compostos foram analisados. 
Para maior compreensão sobre os efeitos desses contaminantes sobre 
organismos vivos são feitos testes ecotoxicológicos (ZAGATTO ;BERTOLETTI, 
2008). A expressão ecotoxicologia, foi apresentada a primeira vez em 1969, por 
René Truhaut, é descrita como o estudo dos efeitos de substâncias naturais ou 
sintéticas sobre seres vivos que constituem a biosfera (MAGALHÃES; FERRÃO 
FILHO, 2008). A análise eco- toxicológica se apresentou como uma ferramenta 
significativa para avaliação das consequências do uso de agrotóxicos para espécies 
não- alvo, isto é, aquelas que não são o alvo direto do produto (SILVA et al., 2013). 
Na toxicologia a avaliação é feita sobre a toxicidade de um composto, e em 
geral são realizadas duas etapas:identificar a periculosidade e avaliar a dose- 
resposta (ALMEIDA,2014). A periculosidade de um composto químico é determinada 
avaliando se a exposição à ele pode elevar a ocorrência de efeitos prejudiciais à 
saúde. Já para a avaliação da dose-resposta, o processo quantifica a toxicidade do 
composto e caracteriza a correlação entre a dosagem do contaminante e a 
ocorrência de efeitos adversos sobre os girinos expostos (ALMEIDA,2014). Os 
testes toxicológicos podem ser classificados em crônicos e agudos, sendo que a 
diferença entre eles está no tempo de duração e na reposta final que se deseja obter 
(COSTA et al., 2008). 
Testes de toxicidade aguda determinam as consequências de agentes tóxicos 
sobre girinos aquáticos em um curto espaço de tempo em relação ao seu tempo de 
vida, que em média é de 24 a 96 horas. O efeito determinado no teste de toxicidade 
aguda, é geralmente a letalidade. A toxicidade aguda permite definir valor para a 
CL50 (concentração letal; MAGALHÃES; FERRÃO FILHO, 2008). 
Testes de toxicidade crônica determinam os efeitos que substâncias químicas 
podem ter sobre organismos aquáticos num período que compreende parte ou o 
ciclo de vida toda do organismo (COSTA, 2001). Esses efeitos podem ser avaliados 
a partir de doses sub- letais, que são as concentrações em que os organismos 
15 
 
conseguem sobreviver, entretanto podem prejudicar funções como reprodução, 
crescimento e maturação (COSTA, 2001; MAGALHÃES; FERRÃO FILHO, 2008). 
Os bioindicadores vertebrados mais usados em testes ecotoxicológicos, que 
visam avaliar possíveis consequências para organismos não- alvo expostos à 
agrotóxicos, são peixes, em função de sua capacidade de acumular poluentes e 
metabolizar xenobióticos (ARANHA, 2013; MIKÓ, 2017). No entanto outro grupo 
vem sendo utilizado para indicação de poluição ambiental, os anfíbios (BLAUSTEIN; 
KIESECKER, 2002). 
Anfíbios tem sido um dos grupos de vertebrados mais afetados por 
contaminantes ambientais, podendo ser um dos fatores para redução de suas 
populações no mundo todo, e com isso ocasionando um desequilíbrio em vários 
níveis tróficos uma vez que sua contribuição na dinâmica da cadeia trófica é de 
fundamental importância (ALMEIDA, 2014; BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002; 
DINEHART et al., 2010; SIMIONI et al., 2013). 
Os anfíbios controlam a temperatura do corpo através da energia externa pois 
são animais ectotérmicos, possuindo uma fase na água (girinos) e outra na terra 
(adulta). A respiração dos girinos é branquial, já na vida adulta acontece através de 
pulmões, e em ambas as fases utilizam a pele como auxílio na respiração (WOEHL 
Jr.; WOEHL, 2008). São bons indicadores ambientais pelo fato de possuírem ovo 
sem casca e pele permeável os tornando sensíveis as variações ambientais 
presentes na água e no solo (BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002). Também são 
utilizados em laboratório, por serem de fácil observação em circunstâncias 
experimentais e acondicionamento (MIKÓ, 2017). 
Também possuem outras características atrativas que os tornam bons 
modelos bioindicadores, como fisiologia conhecida, diversidade de espécies, 
multiplicidade de habitats onde podem ser encontrados, adaptação e tolerância à 
oxigênio em baixas concentrações e variações de temperatura, manutenção simples 
que engloba relativa facilidade de serem conduzidos e de resistir a condições 
abióticas (BURGGREN; WARBURTON, 2007). 
Physalaemus cuvieri (Anura, Leptodactylidae), popularmente chamada de rã- 
cachorro, é encontrada em boa parte do território brasileiro, e abundante em sua 
área de ocorrência (BARRETO ;ANDRADE, 1995). De acordo com Frost (2017) 
pode ser encontrado também na Argentina, leste do Paraguai, Bolívia e sul da 
Venezuela. É uma espécie que pode ser encontrada em habitats variados, como 
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áreas de pastagens, poças temporárias, savanas inundadas e na lista vermelha está 
classificada na categoria pouco preocupante, ou seja, sem risco potencial de 
extinção, vulneráveis ou ameaçados (MIJARES et al., 2017). Possui pequeno porte 
(24 a 39 mm) e se reproduz em áreas abertas depositando seus ovos em poças 
temporárias, e suas desovas ficam flutuando presas a vegetação em uma espécies 
de espumas (ALMEIDA, 2014). A coloração dorsal varia desde um marrom quase 
uniforme à marrons de uma simetria complexa. Os girinos tem corpo em forma oval 
e o focinho redondo, a cauda e a região dorsal possuem coloração marrom com 
algumas manchas pretas (HEYER et al., 1990). 
Physalaemus gracilis (Anura, Leptodactylidae), conhecida popularmente como 
rã- chorona, pode ser encontrada no Uruguai, Argentina e Sul do Brasil (FROST, 
2017; HERPETOLOGIA UFRGS, 2010). Sua categoria na lista vermelha é pouco 
preocupante, sem risco potencial de extinção, vulnerável ou ameaçados, seu habitat 
se localiza em pastagens no cerrado e nas fronteiras de florestas, conseguindo se 
adaptar em habitats com poluição ou elevada perturbação (LAVILLA et al., 2017). 
Seu tamanho é considerado pequeno (2,7 a 3,2 cm). A coloração pode variar de um 
castanho mais avermelhado até tons de cinza mais claro, podendo ter uma faixa 
preta que se alonga desde o focinho até próximo as coxas. A reprodução acontece 
entre os meses de Setembro e Março, e as desovas são encontradas geralmente 
sobre as lâminas de água (HERPETOLOGIA UFRGS, 2010). 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar os impactos de exposição aguda e crônica da formulação comercial de 
glifosato sobre girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus gracilis. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Avaliar, sob condições laboratoriais, a toxicidade aguda da formulação 
comercial de glifosato par girinos de Physalaemus cuvieri e Physalaemus 
gracilis. 
 Analisar a atividade natatória na exposição crônica a formulação comercial de 
glifosato. 
 Verificar a ocorrência de malformações congênitas após a exposição a doses 
crônicas da formulação comercial de glifosato. 
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3 METODOLOGIA 
 
3.1.AGROTÓXICO 
 
O agrotóxico utilizado foi o herbicida Glifosato na formulação comercial 
Glifosato Roundup Original Di 370 g/L. É composto por Equivalente ácido de N- 
fosfonometil – glicina(GLIFOSATO) na quantidade de 370 g/L (37% m/v), Sal de Di-
amônio de N- (fosfonometil) glicina na quantidade 445 g/L (44% m/v) e Ingredientes 
Inertes na quantidade de 751 g/L (75,1% m/v). Pertencente ao grupo químico glicina 
substituída e sua formulação é do tipo Concentrado Solúvel (MONSANTO, 2017). 
 
3.2 ESPÉCIES TESTE 
 
Os testes foram realizados com girinos de duas espécies de anfíbios: 
Physalaemus cuvieri (Anura: Leptodactylidae) e Physalaemus gracilis (Anura: 
Leptodactylidae) (Figura 1). 
 
 
Figura 1 - Indivíduo adulto de Physalaemus cuvieri (A) e Physalaemus gracilis (B). Fonte: Colombo et 
al., 2008. 
 
3.3  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
 
Foram coletadas desovas totais na natureza com menos de 24 horas de 
oviposição em uma lagoa dentro do Campus Erechim, da Universidade Federal da 
Fronteira Sul (latitude:-27.728681º; longitude:-52.285852º) e em lago localizado no 
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interior do município de Paulo Bento -RS (latitude:-27.7016; longitude:-52.426). Os 
dois locais não tem aplicação de agrotóxicos nas proximidade, por isso foram 
considerados áreas de referência. As desovas coletadas foram transportadas até o 
laboratório de Ecologia e Conservação da Universidade Federal da Fronteira Sul, e 
colocadas em aquários com cerca de 8 litros de água. Os parâmetros de controle da 
qualidade da água foram medidos diariamente, com a temperatura da água mantida 
em torno de 20ºC ± 2 e o Oxigênio Dissolvido na faixa de 6,0 mg/L± 1,5. Os girinos 
foram alimentados ad libitum- sem uma porcentagem massa/volume-a cada 24 
horas a partir do estágio 23(tabela de desenvolvimento de Gosner,1960, ver anexo I) 
com alimento completo para peixes em flocos, com pelo menos 40% de proteína 
bruta. 
Os testes ecotoxicológicos iniciaram quando os girinos chegaram nos 
estágios 24-25 (de acordo com Gosner(1960)). Neste estágio de vida, o girino 
respira por brânquias, protegidas por opérculos, tem atividade natatória e se 
alimenta externamente, com as parte da boca completas (DUELLMAN; TRUEB, 
1994). Para determinação da CL50 (concentração letal) que determina as 
consequências de agentes tóxicos sobre indivíduos aquáticos em um curto espaço 
de tempo em relação ao seu tempo de vida, sendo seu objetivo prever, em um 
período curto de tempo que em média é de 24 a 96 horas, a dose ou concentração 
que possa mensurar e quantificar a ação de um agente tóxico sobre um indivíduo 
teste (COSTA et al.,2008), foi realizado teste agudo de 96 horas. Foram utilizados 
recipientes de vidro estéreis com 500 mL de água (água da chuva) mais a 
concentração a ser testada, contendo em cada um 5 girinos. Os recipientes tiveram 
aeração constante, a temperatura e o oxigênio dissolvido foram controlados 
diariamente e os animais não receberam alimento nesse período. Os testes foram 
realizados em sextuplicata, totalizando a exposição de 30 girinos para cada 
exposição. No controle foi utilizado apenas água da chuva e foi seguido o mesmo 
padrão de teste com 30 girinos. As concentrações utilizadas para determinação da 
CL50 foram 100 µg/L,300 µg/L,500 µg/L, 1500 µg/L, 2500 µg/L,3500 µg/L,4500 µg/L. 
O teste crônico seguiu o mesmo design experimental do teste agudo, mas 
com maior tempo de exposição. No teste, os girinos foram mantidos a 
concentrações sub- letais por 14 dias, com alimentação e troca de água a cada 7 
dias. Durante o teste foram averiguadas a mortalidade e atividade natatória. As 
concentrações utilizadas foram 65 µg/L,280 µg/L baseadas na CONAMA 357(2005), 
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e 500 µg/L baseada na Portaria do Ministério da Saúde nº 518 (2004), e 144 µg/L, 
700 µg/L e 1000 µg/L baseadas na literatura (DORNELLES,2013; PERUZZO et 
al.,2008; RISSOLI et al.,2016). 
A atividade natatória foi observada a partir das 48 horas de teste, e para isso 
foram realizados movimentos na água do aquário, com o auxílio de um bastão de 
vidro, três vezes em círculo. Essa movimentação foi curta para estimular a 
movimentação dos girinos no aquário, sem causar stress. Como forma de 
comparação, o padrão de atividade natatória estabelecida foi:(0) atividade natatória 
igual ao controle; (1) atividade natatória reduzida (menor que o controle); (2) 
atividade natatória aumentada (mais agitados que o controle); (3) movimento só com 
estímulos; (4) espasmos (contrações espasmódicas). A metodologia foi observar a 
atividade natatória em 3 aquários (dos 6 em exposição) até o penúltimo dia de teste, 
nesse caso 14º dia, para averiguar se os aquários que não foram avaliados 
apresentariam alguma diferença em relação aos demais. Os aquários avaliados 
foram os mesmos até o final do teste, mantendo um padrão de avaliação, tanto nas 
concentrações quanto no controle. Os girinos foram alimentados ad libitum em dias 
alternados. 
Ao final da exposição crônica os girinos foram colocados em placas de pétri 
para análises com esteriomicroscópio a fim de detectar a ocorrência ou não de  
malformações. Neste estudo foram analisadas somente as condições do intestino e 
da cavidade bucal. Para que essas malformações pudessem ser identificadas, a 
base utilizada foi o estudo realizado por Hu et al(2015).  
A CL50 foi analisada pelo método Trimmed Sperman Karber, no programa G-
Basic. Os demais parâmetros foram analisados com ANOVA one way, seguido do 
teste post-hoc tukey, no programa Statistica. 
Este trabalho de conclusão de curso(projeto) possui certificação do 
CEUA,protocolo nº23205.003254/2016-54 e autorização do ICMBIO para atividades 
com finalidade científica nº56004-1(anexo II). 
 
 
 
21 
 
4 RESULTADOS 
4.1 TESTE AGUDO 
 
 Para Physalaemus cuvieri a CL50 96h  para a formulção comercial de glifosato 
testada foi de 1360 µg/L (e -95% = 930;+95% = 1980 µg/L). Não houve mortalidade 
no controle negativo.Com 24 horas de teste foram observadas mortalidade dos 
girinos mas apenas na maior concentração (Tabela 1).O tempo de teste  teve 
influência sobre a mortalidade (F(3,20)=7,94,p<=0,01) sendo significativo o último dia 
(96horas;Tukey,p<0,05).A concentração também teve influência sobre a mortalidade 
(F(4,25)=5,97,p<0,01), sendo significativo  nas concentrações 2500 µg/L e 3500 µg/L 
(Tukey,p<0,05). 
 
Tabela 1 - Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a formulação 
comercial de glifosato,no teste de toxicidade aguda. 
 Mortalidade(horas) Concentração(µg/L) 
  0 100 300 1500 2500 3500 
 24 0 0 0 0 0 10 
 48 0 0 0 1 0 7 
 72 0 1 0 1 4 8 
 96 0 8 4 10 20 1 
Mortalidade total 0 9 4 12 24 26 
 
Para Physalaemus gracilis a CL50 96h para a formulção comercial de glifosato 
foi de 1530 µg/L (e - 95% = 1220;+95% = 1910 µg/L).Também não houve 
mortalidade no controle. A mortalidade começou a ocorrer com 24 horas de teste em 
todas as concentrações acima de 300 µg/L (Tabela 2).O tempo de teste teve 
influência na mortalidade dos girinos (F(3,20)=17,95,p<0,01) sendo significativo o 
segundo,terceiro e último dia de teste (tukey,p<0,05). A concentração também 
influenciou na mortalidade (F(5,30) = 10,90, p<0,01) sendo significativa as 
concentrações 3500 µg/L e 4500 µg/L (Tukey, p<0,05) . 
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Tabela 2 - Mortalidade de girinos de Physalaemus gracilis expostos a formulação 
comercial de glifosato, no teste de toxicidade aguda. 
 Mortalidade(horas) Concentração(µg/L)  
  0 300 500 1500 2500 3500 4500 
 24 0 0 2 6 6 13 23 
 48 0 0 5 11 12 6 6 
 72 0 0 10 5 4 4 1 
 96 0 1 6 3 2 4 0 
Mortalidade total 0 1 13 25 24 27 30 
 
4.2 TESTE CRÔNICO 
 
No teste crônico para Physalaemus cuvieri (Tabela 3), ao final de quatorze 
dias de teste (336horas) apenas a concentração de 0280 µg/L apresentou 
mortalidade de mais de 50% dos girinos. O tempo de exposição influenciou na 
mortalidade dos girinos (F(13,69) = 2,37, p=0,01), sendo significativo o quinto dia de 
exposição (120horas,Tukey,p<0,05). As concentrações não influenciaram na 
mortalidade(F(2,15) = 1,40, p=0,27).  
 
Tabela 3 - Mortalidade de girinos de Physalaemus cuvieri expostos a concentrações 
crônicas da formulação comercial de glifosato. 
Mortalidade 
(horas) 
Concentrações (µg/L) Controle 
 65 144 280 0 
24  0 1 0 0 
48 0 0 0 0 
72 0 0 2 0 
96 2 0 2 0 
120 1 0 3 0 
144 1 0 2 0 
168 0 1 0 0 
192 0 0 0 0 
216 1 0 0 0 
240 0 1 2 0 
264 0 2 1 1 
288 2 0 2 2 
312 1 2 2 0 
336 1 1 1 0 
Mortalidade 
total 
9 8 17 3 
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O teste crônico para P. gracilis (Tabela 4) apresentou mortalidade dos girinos 
a partir das 48 horas. Ao final do teste (336 horas) todas as concentrações 
apresentaram mortalidade. 
 
Tabela 4 - Mortalidade de girinos de Physalaemus gracilis expostos a concentrações 
crônicas da formulação comercial de glifosato. 
Mortalidade 
(horas) 
Concentrações (µg/L) Controle 
 500 700 1000 0 
24  0 0 0 0 
48 2 2 3 0 
72 2 3 3 0 
96 1 0 0 0 
120 1 0 1 1 
144 0 0 1 0 
168 0 0 0 0 
192 0 0 0 0 
216 3 0 1 0 
240 0 0 0 0 
264 0 0 0 0 
288 0 0 0 1 
312 0 0 0 1 
336 0 0 0 0 
Mortalidade 
total 
9 5 9 3 
 
 
A mortalidade dos girinos foi influenciada pelo tempo de exposição (F(13,70)= 
3,97,p<0,01),sendo significativo o terceiro e quarto dia de exposição (Tukey, p< 0,05 
). A concentração não influenciou a mortalidade de girinos de P.gracilis (F(2,15)=,017, 
p=0 ,98). 
 
4.3 ATIVIVIDADE NATATÓRIA  E MALFORMAÇÔES 
 
4.3.1 Atividade Natatória 
 
Foram observadas alterações na atividade natatória dos girinos de  P. cuvieri 
(Tabela 5 e 6) a partir das 120horas nas concentrações 144 µg/L e 280 µg/L.Com 
168 horas todas as concentrações apresentaram girinos com atividade natatória 
alterada, no entanto, com 192 horas houve uma recuperação dos movimentos nas 
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concentrações 65 µg/L e144 µg/L, apresentando atividade natatória igual ao controle 
novamente.A concentração com maior número de girinos com alteração na atividade 
natatória foi 280 µg/L. 
O tempo de exposição teve influência significativa na alteração da atividade 
natatória dos girinos (F(12,26)=3,44,p=0,004) significativo no último dia de teste ( 336 
horas;Tukey,p<0,05). A concentração não foi significativa para alteração da atividade 
natatória (F(2,6)=0,97,p=0,43). 
 
Tabela 5 - Tipo de alteração na atividade natatória observada em girinos de 
Physalaemus cuvieri expostos a concentrações crônicas da formulação comercial de 
glifosato tendo como padrão de atividade natatória estabelecida:(0)atividade 
natatória igual ao controle; (1)atividade natatória reduzida (menor que o 
controle);(2)atividade natatória aumentada(mais agitados que o controle). 
Tempo de 
teste   
(horas) 
Tipo de Alteração no Movimento  
65 144 280 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 
48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
96 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
120 0 0 0 1 1 0 0 1 1 
144 0 0 0 1 0 1 0 0 0 
168 0 0 0 1 0 1 0 0 0 
192 0 0 0 0 0 0 0 2 0 
216 0 0 0 0 0 0 0 2 0 
240 0 0 0 0 0 0 0 2 0 
264 0 0 0 0 0 0 0 2 1 
288 0 1 0 1 0 0 0 2 1 
312 0 1 0 1 1 0 0 2 1 
336 0 1 1 1 1 0 0 2 1 
 
 
 
Tabela 6 - Atividade natatória observada ao final do teste em girinos de 
Physalaemus cuvieri expostos a concentrações crônicas da formulação comercial de 
glifosato. 
Concentração(µg/L)  Expostos Analisados 
Sem 
alteração 
Com 
alteração 
Movimento  
alterado(%) 
 
65 30 15 5 10 67 
144 30 15 5 10 67 
280 30 15 5 10 67 
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As alterações na  atividade natatória dos girinos de Physalaemus gracilis 
(Tabela 7 e 8) foram observadas a partir das 48 horas de teste. Com 120 horas 
todas as concentrações apresentaram mobilidade alterada, no entanto,o tempo de 
exposição foi significativo na alteração da atividade natatória (F(12,26)=11,39,p=0,00) 
sendo significativo a partir do quinto dia de teste (144 horas até 336 horas; Tukey, 
p<0,05). A concentração não foi significativa para a alteração da atividade natatória 
(F(2,6)=4,15,p=0,07). 
 
Tabela 7 - Tipo de alteração na atividade natatória observada em girinos de 
Physalaemus gracilis expostos a concentrações crônicas da formulação comercial 
de glifosato tendo como padrão de atividade natatória estabelecida: (0) atividade 
natatória igual ao controle; (1) atividade natatória reduzida (menor que o controle); 
(2) atividade natatória aumentada(mais agitados que o controle). 
Tempo de 
teste   
(horas) 
Tipo de Alteração no Movimento  
500 700 1000 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 
48 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
72 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
96 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
120 1 0 0 0 0 0 2 1 1 
144 1 0 0 2 0 1 2 1 1 
168 1 0 0 2 0 1 2 1 1 
192 1 0 0 2 2 1 2 1 1 
216 1 1 0 2 2 1 2 1 1 
240 1 1 1 2 2 1 2 1 1 
264 1 1 1 2 2 1 2 1 1 
288 1 1 1 2 2 1 2 1 1 
312 1 1 1 2 2 1 2 1 1 
336 1 1 1 2 1 1 2 1 1 
 
 
Tabela 8 - Tabela 8: Atividade natatória observada ao final do teste em girinos 
Physalaemus gracilis expostos a concentrações crônicas da formulação comercial 
de glifosato. 
Concentração(µg/L)  
Expostos Analisados 
Sem 
alteração 
Com 
alteração 
 Movimento 
alterado (%) 
 
500 30 15 0 15 100 
700 30 15 0 15 100 
1000 30 15 0 15 100 
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4.3.2 Malformações 
 
Foram observadas malformações em P.cuvieri em todas as concentrações 
(Tabela 9),mas não foram significativas em relação ao controle (F(3,18)=0 ,47,p=0,70) 
e entre as concentrações(F(2,13)=0,06,p=0,93).A maior parte das malformações 
observadas,81,13% dos girinos expostos, foram na boca(Tabela 10),com falta de 
keratodonts e parte do lábio superior e inferior(Figura 2 A e B). Entre girinos 
expostos(concentrações) e não expostos(controle) a malformação na boca foi 
significativa (F(1,20)=4,12,p=0,05). Em relação as alterações no intestino, 11,32% dos 
girinos expostos(concentrações) apresentaram edema no intestino,com formato 
diferente do espiral normal (Figura 3A e B). A malformação no intestino entre as 
concentrações foi significativa (F(2,13)=4,22, p=0,03) sendo mais significativa nas 
concentrações 65µg/L e  280µg/L (Tukey, p<0,05). Entre girinos expostos e não 
expostos (controle) a malformação no intestino não foi significativa (F(1,20)=2,13, p = 
0,15). 
 
Tabela 9 - Malformações apresentadas pelos girinos de Physalaemus cuvieri no 
controle e expostos as concentrações crônicas da formulação comercial de glifosato. 
 
 
Concentração 
(µg/L) 
 
 
Nºde 
expostos 
 
Nºde  
girinos 
analisados 
 
Nºde girinos 
sem 
malformação 
 
Nºde girinos 
com 
malformação 
 
%de girinos com 
malformação(em 
relação aos 
analisados 
0 30 27 16 11 40 
65 30 20 5 15 75 
144 30 21 4 17 81 
280 30 12 1 11 91 
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Tabela 10 - Tabela 10: Malformações na boca e intestino observadas em 
Physalaemus cuvieri no controle e expostos a formulação comercial de 
glifosato,teste crônico. 
 Malformação  
Concentração(µg/L) Boca Intestino 
0 8 5 
65 15 3 
144 17 0 
280 11 3 
 
 
 
 
Figura 2 - Malformações na boca de girinos de Physalaemus cuvieri. (A) boca de um girino do 
controle, (B) após a exposição a formulação comercial de Glifosato. Fonte: a autora. 
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Figura 3 - Intestino normal em formato espiral (A) e intestino malformado de larva de Physalaemus 
cuvieri após a exposição a formulação comercial de Glifosato(B). Fonte: a autora. 
 
Foram observadas malformações em P.gracilis em todas as concentrações 
(Tabela 11),sendo essas equivalente à 95,52% dos girinos expostos. Em relação ao 
controle as malformações  foram significativas (F(1,21)=4,22,p=0,05). A malformação 
na boca foi observada em 95,5% dos girinos expostos(Tabela 12). A malformação 
observada na boca foi a falta de dentículos e parte do lábio superior e inferior(Figura 
4 A e B). Entre as concentrações a malformação na boca não foi significativa 
(F(2,13)=0,06, p=0,93). Mas entre os girinos expostos e não expostos(controle) a 
malformação na boca foi significativa(F(1,20)=4,63,p=0,04).Em relação à malformação 
do intestino apenas 3,11% dos girinos apresentaram alteração. 
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Tabela 11 - Malformações apresentadas pelos girinos de Physalaemus gracilis 
expostos a concentrações crônicas da formulação comercial de glifosato. 
 
Concentração 
(µg/L) 
 
Expostos 
 
Analisados 
Sem 
malformação 
Com 
malformação 
Girinos com 
malformação(%) 
0 60 57 25 32 56 
500 30 21 2 19 90 
700 30 25 0 25 100 
1000 30 21 1 20 95 
 
 
Tabela 12 - Malformações na boca e no intestino observadas em Physalaemus 
gracilis no controle e expostos a formulação comercial de glifosato, teste crônico. 
 Malformação  
Concentração(µg/L) Boca Intestino 
0 32 0 
500 19 1 
700 25 1 
1000 20 0 
 
 
Figura 4 - Malformações na boca de girinos de Physalaemus gracilis. (A) boca de um girino do 
controle, (B) após a exposição a formulação comercial de Glifosato. Fonte: a autora. 
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5 DISCUSSÃO 
 
Neste estudo Physalaemus cuvieri demonstrou maior sensibilidade à 
formulação comercial de Glisofato do que Physalaemus gracilis na avaliação da 
toxicidade aguda. De acordo com a classificação Globally Harmonized System of 
Classification and Labelling of Chemicals (GHS Criteria, GHS,2011) tanto 
Physalaemus cuvieri quanto Physalaemus gracilis apresentam categoria aguda 2 
(>1000 < 10 000 µg/L, usando a mesma categoria que para peixes, total de 3 
categorias agudas). Essas duas espécies foram mais sensíveis do que outras 
estudas,como  Xenopus laevis (PERKINS et al.,2000), Rana pipiens, Rana sylvatica, 
Bufo americanus, Rana clamitans (HOWE et al.,2004) e Physalaemus albonotatus 
(SIMIONI et al,2013), e tiveram a CL 50 próxima  a Rhinella marina e Hypsiboas  
crepitans (MOÑOZ,2015) e Hyla versicolor (RELYEA,2005a). 
De acordo com Govidaranjuli (2008), os anfíbios são os que apresentam 
maior sensibilidade aos efeitos dos glifosato entre os vertebrados, possuindo uma 
concentração letal média (CL50) que varia entre 1000 e 10000  µg/L. Todas as 
espécies citadas acima tem a CL50 de glifosato dentro destas concentrações. 
O tempo de exposição e a concentração sobre os girinos tiveram influência na 
toxicidade aguda  sobre as duas espécies testadas, no entanto de maneiras 
diferentes.De acordo com Magalhães e Ferrão Filho(2008) para que uma substância 
atinja uma concentração limite a partir da qual os efeitos sobre os girinos serão 
identificados exige um tempo,sendo as 24 horas iniciais as de maior relevância pois 
com o aumento do tempo os organismos podem desenvolver certa resistência ao 
composto químico. Para  Physalaemus gracilis a mortalidade mais acentuada foi em 
24 horas,ao contrário de Physalaemus cuvieri onde a mortalidade mais significativa 
ocorreu com 96 horas de teste. Isso pode mostrar maior resistência de P.cuvieri ao 
glifosato em relação ao tempo de exposição, mas não fez diferença para a 
toxicidade aguda, já que as contrações mais altas de exposição afetou as duas 
espécies. 
A mortalidade no teste crônico ocorreu em ambas as espécies nesse estudo, 
sendo que o tempo de exposição teve influência significativa. Isso pode estar 
relacionado com a fase larval, a partir da qual girinos respiram por brânquias, 
tornando órgãos-alvo mais sensíveis a químicos(EDGINTON,2004;MAGALHÃES; 
FERRÃOFILHO,2008;WOEHL Jr.;WOEHL,2008). 
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Contaminantes em ambientes aquáticos podem causar efeitos 
comportamentais nos organismos, entre eles alteração de movimentos(MIKÓ,2017). 
A atividade natatória de Physalaemus cuvieri  e Physalaemus gracilis , apresentaram 
alteração em relação ao controle, no entanto P.cuvieri demonstrou ligeira 
recuperação com  relação aos  movimentos ,característica não observada no P 
.gracilis onde a alteração foi crescente até o final do teste. Movimentos anormais 
podem ser consequências de forma do corpo de girinos poder ser afetada com 
glifosato, podendo assim alterar a cauda que por sua vez interfere na atividade 
natatória e ainda na resposta dos girinos a predadores (HOWE et al., 2004; 
LAJMANOVICH et al., 2003; MIKÓ, 2015). Essa recuperação observada no P.cuvieri 
pode ser vista como uma  leve resistência adquirida  ao agrotóxico que pode ter 
ligação com a filogenética ou tolerância, entretanto, estudos sobre anuros brasileiros 
se fazem necessário para averiguar essa influência(SIMIONI,2013). 
Efeitos comportamentais e morfológicos de glifosato em anuros, similar a este 
estudo foram observados por Almeida (2014), que  avaliou a toxicidade aguda da 
formulação Roundup para Physalameus cuvieri e Rhinella icterica , observando que 
a exposição ocasionou malformações na cavidade oral e no intestino dessas  
espécies entanto, no presente estudo, realizado com P. cuvieri e P. gracilis, a 
malformação da boca também foi observada  no controle das duas espécies e com 
isso não é possível relacionar a exposição ao glifosato. Anomalias e malformações 
na boca podem ser causadas pelo fungo patogêncio Batrachochytrium dendrobatidis 
(Bd) (KNAPP; MORGAN, 2006)., considerado o principal causador da extinção dos 
anfíbios no Brasil e no  mundo (CARVALHO et al., 2017). Como não foi feito o teste 
para Bd, não podemos confirmar a infecção por este fungo. De qualquer maneira, 
falta de dentículos e lábios pode trazer consequências que comprometam desde a 
alimentação até sua posição de predação na cadeia trófica o que acarretaria na 
mortalidade dos girinos (PÉREZ-IGLESIAS et al.,2015), e é uma anomalia que deve 
ser investigada com mais calma em estudos futuros. 
Anomalias no intestino foram mais identificadas em  Physalaemus cuvieri do 
que em  Physalameus gracilis ,e também apareceram no controle. Com esses 
resultados, os dois tipos de malformação analisados neste estudo não podem ser 
relacionados com a exposição a formulação comercial de glifosato. 
 Todas as concentrações crônicas testadas causaram alterações na atividade 
natatória tanto de P. cuvieri quanto de P.gracilis. Das três concentrações permitidas 
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pela legislação e que foram testadas, todas causaram alteração na atividade 
natatória, sendo 280 µg/L e 500 µg/L mais acentuada que 65 µg/L. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Na avaliação da toxicidade aguda Physalaemus cuvieri demonstrou maior 
sensibilidade a formulação comercial de glifosato do que Physalaemus gracilis. O 
tempo de exposição e a concentração influenciaram na mortalidade da toxicidade 
aguda. Para P.cuvieri o último dia de teste (96 horas) foi mais relevante para a 
mortalidade e entre as concentrações foram 2500 µg/L e 3500 µg/L, já para 
P.gracilis do segundo ao último dia de teste influenciaram na mortalidade e entre as 
concentrações 3500 µg/L e 4500 µg/L. 
No teste crônico apenas o tempo de exposição influenciou na mortalidade 
tanto de P. cuvieri quanto de P.gracilis, com o quinto dia de exposição(120horas) o 
mais significativo para P.cuvieri e para P. gracilis o terceiro e quarto dia de 
exposição (72 e 96horas). Todas as concentrações crônicas avaliadas causaram 
algum tipo de alteração na atividade natatória dos girinos de ambas as espécies. 
Com relação a malformações, foram analisadas alterações na morfologia da boca e 
intestino. A malformação da boca, foi observada nos girinos de P. cuvieri e P.gracilis. 
A malformação no intestino foi mais observada em Physalaemus cuvieri.Entretanto, 
o controle das duas espécies também apresentou malformação na boca e intestino, 
com isso não sendo possível associar diretamente a exposição da formulação 
comercial de glifosato as alterações morfológicas. Sugerimos que estudos futuros 
sejam realizados a fim de investigar mais a fundo essas anomalias. No entanto é 
possível relacionar alterações na atividade natatória das duas espécies com a 
exposição a formulação comercial de glifosato. 
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ANEXO(I) 
 
Tabela de Gosner(1960), utilizada para classificar os girinos em estágios de 
desenvolvimento de 1 a 25. 
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Fonte: Virginia Herpetological Society,2016 
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Trabalho de Conclusão de Curso apresentado ao curso de Engenharia Ambiental da 
Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS como requisito para obtenção do título 
de Bacharel em Engenharia Ambiental e Sanitária. 
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